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RESUMO 
 
Doenças causadas por fitobactérias contribuem significantemente para as perdas na produção 
de espécies vegetais de importância econômica. Ao mesmo tempo, o uso intensivo de 
antibióticos na agricultura e em outros setores produtivos vem ocasionando resistência 
bacteriana a estas drogas. Este fato tem estimulado a crescente busca por produtos de origem 
vegetal com atividade antimicrobiana. Extratos e óleos essenciais de diversas espécies vegetais 
têm sido reconhecidos e estudados empiricamente há muito tempo, mas foram cientificamente 
confirmados recentemente. Poucos estudos destacam a atividade de óleos essenciais contra os 
fitopatógenos Erwinia carotovora subsp carotovora e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, 
responsáveis por doenças associadas à cultura de tomate, com importância significativa na 
agricultura e economia. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi investigar o emprego de 
óleos essenciais como antimicrobianos naturais frente a isolados de E. carotovora subsp 
carotovora e X. campestris pv. vesicatoria. A determinação da concentração mínima inibitória 
- MIC realizada pelo teste da microdiluição mostrou que os óleos essenciais de melhor atividade 
antibacteriana foram Cinnamomun cassia e Eugenia caryophyllata, ativos contra a maioria dos 
isolados bacterianos. A análise da composição química dos óleos, realizada por cromatografia 
gasosa acoplada a espectrômetro de massas mostrou que os principais constituintes presentes 
em C. cassia e E. caryophyllata foram o trans-cinamaldeíodo e o eugenol, respectivamente. 
Além disso, a maioria dos óleos testados apresentou efeito bactericida e inibição moderada 
contra os patógenos. No entanto, a combinação (blenda) dos óleos de melhor atividade 
antibacteriana na proporção 1:1 não incorreu em melhora da MIC, quando comparada aos 
valores obtidos com os óleos essenciais brutos. A investigação dos possíveis mecanismos de 
ação da blenda demonstrou que para E. carotovora subsp. carotovora, o teor proteíco e lipídico 
extracelular aumentou após 5 e 6 h, respectivamente, e foi diretamente proporcional ao aumento 
na concentração dos óleos essenciais no meio. O mesmo foi observado para X. campestris pv. 
vesicatoria após 4 h. Os resultados indicaram que a blenda de óleos essenciais de C. cassia e 
E. caryophyllata, quando combinados na proporção 1:1 apresentaram efeito sobre a lise da 
membrana celular das bactérias, e são alternativas naturais com bom potencial para o controle 
dos patógenos bacterianos. 
 
Palavras-chave: óleos essenciais, atividade antimicrobiana, bactéria fitopatogênica, 
bactericidas. 
  
 
 
 
ABSTRACT 
 
Diseases caused by phytobacteria contribute significantly to the losses in the production of plant 
species of economic importance. At the same time, the intensive use of antibiotics in agriculture 
and in other productive sectors is causing bacterial resistance to these drugs. This fact has being 
stimulated the growing demand for vegetable products with antimicrobial activity. Extracts and 
essential oils of several plant species have been recognized and empirically studied for a long 
time, but recently have been scientifically confirmed. Few researches have highlighted the 
activity of essential oils against the plant pathogens Erwinia carotovora subsp. carotovora and 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, responsible for diseases associated with the culture 
of tomato, with significant importance in agriculture and economy. Thus, the aim of this study 
was to investigate the use of essential oils as natural antimicrobial against E. carotovora subsp. 
carotovora and X. campestris pv. vesicatoria isolates. The minimal inhibitory concentration - 
MIC determination carried out by the microdilution test showed that essential oils to better 
antibacterial activity were Cinnamomun cassia and Eugenia caryophyllata against most 
bacterial isolates. The chemical composition of the active essential oils by gas chromatography 
coupled with mass spectrometry analysis showed that the major constituent of the oils of C. 
cassia and E. caryophyllata were respectively, the trans-cinnamaldehyde and eugenol. 
Furthermore, most of the tested oils showed moderate inhibition and bactericidal effect against 
the plant pathogens. However, the combination (blend) of the most active oils at 1: 1 showed 
no improvement in MIC values compared with the values obtained with the crude oils. The 
investigation of the possible mechanisms of action of the blend showed that for E. carotovora, 
the extracellular protein and fat contents, after 5 and 6 h, increases respectively, and was directly 
proportional to the increase in the concentration of essential oils in the environment. The same 
was observed for X. campestris, after 4 h. The results indicated that the blend of essential oils 
from C. cassia and E. caryophyllata at 1:1 presented a possible effect on the lysis of the bacterial 
cell membrane, and are natural alternatives with good potential to control bacterial 
phytopathogens. 
 
Key words: Essential oils, antimicrobial activity, phythopathogenic bacteria, bactericides. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
As plantas estão sujeitas à infecção por uma grande variedade de fitopatógenos 
presentes no ambiente, tais como bactérias, fungos e vírus. Estes afetam a produção de culturas 
de importância econômica e são responsáveis por grandes perdas e quedas na qualidade e 
segurança de produtos agrícolas (AGRIOS, 2005). Dentre as doenças causadas por 
fitopatógenos, as fitobacterioses têm despertado grande atenção quando se trata de espécies 
vegetais de valor econômico significativo. Usualmente, a disseminação de doenças bacterianas 
ocorre rapidamente, dificultando o controle das mesmas, além do grau de gravidade que incitam 
no campo (ROMEIRO; RODRIGUES NETO, 2001). O controle de doenças bacterianas em 
plantas ainda é um desafio, principalmente devido a disponibilidade limitada de bactericidas 
(IACOBELLIS et al., 2005). Além disso, o uso desmedido de antibióticos possibilita a seleção 
de patógenos resistentes e, também a transferência de genes resistentes aos animais e ao homem 
(MCMANUS et al., 2002). Assim, diversas estratégias vêm sendo adotadas no combate às 
doenças, como por exemplo, o uso de sementes e mudas livres de patógenos, emprego de 
formulações à base de cobre e o uso de cultivares resistentes (AGRIOS, 2005; QUEZADO-
DUVAL; LOPES, 2010). Contudo, nem sempre essas alternativas são eficientes, 
principalmente se as condições são favoráveis ao desenvolvimento das doenças ou se o nível 
do inóculo bacteriano no ambiente é alto o suficiente para a instalação da infecção (MCMANUS 
et al., 2002). 
O tomate é um fruto muito consumido no Brasil e sua produção ocorre em diversas 
regiões no país, como sudeste e o centro-oeste (CAMARGO; CAMARGO FILHO, 2008). O 
Brasil encontra-se na oitava posição mundial dos maiores países produtores de tomate, ficando 
atrás da China, Índia, EUA, Turquia, Egito, Irã (FAO, 2013). Por suas características peculiares, 
a cultura pode ser afetada por várias espécies de fungos e bactérias, causando grandes 
problemas na produção deste fruto (ALLEN et al., 2010). Dentre os patógenos bacterianos, a 
Erwinia carotovora subsp. carotovora e a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria causam 
doenças na planta de tomate cujos sintomas podem ser observados por toda parte aérea da planta 
(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997; RABALHO, 2007; QUEZADO-DUVAL; LOPES, 
2010).  
Após a introdução dos antibióticos na medicina humana, considerada um grande 
marco no tratamento de graves infecções, os fitopatologistas reconheceram o potencial destes 
compostos no tratamento de doenças em plantas (MCMANUS et al., 2002). O uso dos 
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antimicrobianos na lavoura vem aumentando devido à exigência de produtos com boa qualidade 
no mercado (ASHBOLT et al., 2013). Entretanto, quando comparado às quantidades utilizadas 
para outras finalidades, como o uso na promoção de crescimento em animais, o volume de 
antibióticos usado na agricultura é considerado mínimo (MCMANUS et al., 2002). No ramo 
agronômico, os bactericidas e os compostos a base de cobre são aplicados com o intuito de 
prevenir doenças. Contudo, a frequência da repetição nas aplicações destes compostos tende a 
promover a seleção de cepas resistentes ao princípio ativo, afetando a eficiência do produto 
agrícola (MCMANUS et al., 2002).  
No Brasil, o histórico do uso dos agrotóxicos teve início na década de 40 no 
combate a doenças endêmicas, tais como Doença de Chagas, febre amarela e malária. Na 
mesma época, o uso de compostos organoclorados surgiu como proposta no combate a pragas 
da agricultura e pecuária, dentre eles, o dicloro difenil tricloroetano – DDT. No entanto, os 
possíveis danos causados pelo DDT e, posteriormente, por outros defensivos agrícolas aos 
animais e ambiente, eram desconhecidos (CONWAY, 2003). Atualmente, sabe-se que o uso 
intensivo e indiscriminado de defensivos químicos tem causado muitos prejuízos ao ambiente, 
tais como contaminação de solo, água, alimentos e animais; danos à saúde dos trabalhadores 
rurais através da exposição excessiva e prolongada aos agentes tóxicos e carcinogênicos; 
eliminação da microbiota decompositora de matéria orgânica no solo, dentre outros 
(CARNEIRO et al., 2012). De acordo com dados divulgados pelo Observatório da Indústria 
dos Agrotóxicos da Universidade Federal do Paraná - UFPR e pela Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA) em 2008, o mercado brasileiro de agrotóxicos alcançou um 
significativo crescimento tornando o país um dos maiores mercados mundiais (CARNEIRO et 
al., 2014). 
Em 2001, a ANVISA implantou o Programa de Análise de Resíduos em Alimentos 
(PARA), que visa avaliar os níveis de resíduos de compostos químicos em alimentos in natura 
mais consumidos pelos brasileiros. Sabe-se que o uso destes produtos, como também o uso 
ilegal de outros compostos químicos não autorizados para determinadas culturas agrícolas pode 
exceder os limites máximos permitidos por lei. O PARA realizou coletas e análise de vários 
produtos vegetais, dentre estes o tomate (Solanum lycopersicum). No início do programa, a 
cultura de tomate apresentou uma porcentagem baixa de resíduos, como por exemplo, 2,01 % 
em 2006 (ANVISA, 2007). No entanto os anos de 2007 e 2009 foram críticos para a cultura, 
com 44,72 % e 32,6 % de resíduos, respectivamente, detectados nos tomates de varejo 
(ANVISA, 2008; 2010). No ano de 2012, das 246 amostras de tomate analisadas de todos os 
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estados brasileiros, 11,4 % apresentaram ingredientes ativos não autorizados, 29 % excederam 
os limites máximos de resíduos de ingredientes ativos autorizados por lei. Foram também 
encontradas a presença de compostos não autorizados para a cultura de tomate, como 
fenvalerato do grupo químico dos piretróides (ANVISA, 2014).  
Assim, a busca pela redução e substituição do uso de compostos sintéticos na 
agricultura, bem como o apelo do consumidor por uma alimentação mais segura é urgente. Ao 
mesmo tempo, as pesquisas científicas com produtos naturais vêm ganhando destaque 
mundialmente, como é o caso dos óleos essenciais obtidos de plantas aromáticas e medicinais. 
De acordo com Raut e Karuppayil (2014), já foram comprovadas diversas atividades biológicas 
dos óleos essenciais, tais como atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral e anti-câncer, 
além de apresentarem propriedades antimutagênicas, antioxidantes e anti-inflamatórias.  
Dentro deste contexto, apesar do número crescente de estudos visando à 
substituição de produtos sintéticos por naturais em diversos segmentos industriais, há a 
necessidade de ampliação dos estudos relacionados ao emprego de óleos essenciais no combate 
a doenças bacterianas na agricultura. Assim, o presente estudo visou investigar a ação de óleos 
essenciais sobre os fitopatógenos E. carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. 
vesicatoria principais responsáveis por doenças bacterianas na cultura de tomate e, de grande 
importância na agricultura e economia mundial e brasileira.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1.   Objetivo geral 
 
Avaliar a atividade antibacteriana de óleos essenciais de plantas medicinais e 
aromáticas sobre E. carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria. 
 
2.2.   Objetivos específicos 
 
 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos óleos essenciais contra as bactérias E. 
carotovora subsp. carotovora e X. campestris, através da determinação da Concentração 
Mínima Inibitória (MIC) e Concentração Bactericida Mínima (MBC); 
 Identificar os constituintes químicos dos óleos essenciais de melhor atividade, por 
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrômetro de Massas (CG-EM); 
 Avaliar a atividade antibacteriana de blendas dos óleos essenciais mais ativos sobre E. 
carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria, quando combinados nas 
proporções 1:1; 3:1 e 1:3, através da determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) 
e Concentração Bactericida Mínima (MBC). 
 Investigar a ação da melhor combinação (blenda) dos óleos sobre a lise celular das bactérias, 
através da determinação do teor de proteínas e lipídios extracelular liberado no meio de 
cultura, após cultivo na presença dos óleos essenciais. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. A cultura de tomate  
 
O tomate [Solanum lycopersicum L. sin. Lycopersicon esculetum Mill.] é originário 
da parte ocidental da América Central e do Sul, nas regiões andinas do Peru, Bolívia e Equador 
(FONTES; SILVA, 2002). Inicialmente, a domesticação e o cultivo foram feitos por tribos 
indígenas que habitavam o México, considerado o centro de origem secundário da planta 
(PERALTA; SPOONER, 2007). Na primeira metade do século XVI, o tomateiro foi 
introduzido na Espanha, que durante um longo período foi considerado uma planta ornamental. 
O uso culinário foi posterior, pois o fruto na época era considerado venenoso (FILGUEIRA, 
2008).  
Dados da Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura 
(FAO) mostram que a produção mundial de tomates alcançou cerca de 159,02 milhões de 
toneladas em 2011, sendo a China, Índia e os Estados Unidos da América - EUA os maiores 
produtores, representando 49 % do total mundial (FAO, 2013). No mesmo ano, a produção 
brasileira foi de aproximadamente 4,42 milhões de toneladas, ficando o Brasil em 8º lugar na 
classificação mundial. Em relação ao panorama nacional, na safra de 2013 foram produzidas 
cerca de 3,93 milhões de toneladas de tomate, 8 % maior em relação à safra de 2012. Os maiores 
estados brasileiros produtores de tomate são Goiás, São Paulo, Minas Gerais, Paraná e Bahia, 
correspondendo a cerca de 80 % da produção nacional (IBGE, 2012). 
O tomateiro é uma planta anual, de porte arbustivo-herbácea podendo atingir uma 
altura de mais de dois metros. Pertence à família Solanaceae, que contém mais de 3.000 espécies 
incluindo plantas de importância econômica como a batata, pimentões e berinjela, entre outras 
(BERGOUGNOUX, 2014). O ciclo de vida varia entre os cultivares e é influenciado pelas 
condições climáticas e do solo, por exemplo. A germinação em média ocorre entre cinco a sete 
dias, o florescimento a partir de 45 dias após a semeadura, enquanto a maturação dos frutos 
inicia-se a partir de 60 dias (ALVARENGA et al., 2013).   
O caule quando jovem é redondo, piloso e macio; no entanto, torna-se fibroso e 
anguloso com o envelhecimento. As folhas têm formato oval a oblonga, dispostas de maneira 
alternada na planta. As flores são hermafroditas, com cleistogamia (polinização do estigma 
antes da abertura floral), caracterizando uma espécie autógama que preferencialmente realiza a 
autofecundação, embora possa ocorrer uma pequena taxa de reprodução cruzada, realizada por 
insetos polinizadores e o vento. Os frutos são classificados como bagas carnosas, suculentas, 
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de tamanho e peso variável conforme os cultivares (EMBRAPA, 2006; FILGUEIRA, 2008), 
com coloração do amarelo ao vermelho (NAIKA et al., 2006). Os frutos são abundantes em 
vitaminas A (β-caroteno) e C (ácido ascórbico), ferro e fósforo, açúcares e fibras dietéticas, 
além de serem ricos em carotenóides, principalmente o licopeno, poderoso antioxidante e 
grande protetor contra doenças cardiovasculares (NAIKA et al., 2006; CARVALHO; 
PAGLIUSA, 2007).  
A cultura de tomate caracteriza-se por dois diferentes hábitos de crescimento: os de 
hábito indeterminado, nas quais as plantas carecem de alguns cuidados especiais, como o 
tutoramento (técnica que auxilia na sustentação e condução da planta durante o 
desenvolvimento), e podas. São frutos destinados ao consumo in natura, ou seja, tomate de 
mesa (EMBRAPA, 2006) e são classificados em diferentes grupos, conforme o formato e o 
tamanho dos frutos, tais como: salada, santa cruz, caqui, italiano e cereja (NASCIMENTO, 
2011). Já as plantas de tomate com hábito de crescimento determinado são de hábito rasteiro, 
mais fáceis de serem cultivadas, não necessitam do tutoramento e destinam-se para fins 
industriais como molhos, extratos, purês, sucos, polpas, entre outros (EMBRAPA, 2006). 
Mais de 200 doenças e distúrbios fisiológicos já foram registrados para a cultura de 
tomate, ocasionando redução na produtividade e na qualidade do fruto (LOPES; QUEZADO-
DUVAL, 2005). Dentre as principais doenças do tomate podemos destacar as doenças causadas 
por vírus como Tospovirus (vira-cabeça), “Tomato mosaic virus” (mosaico comum); por 
bactérias, tais como Clavibacter michiganenses subsp. michiganenses (cancro bacteriano), 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (mancha bacteriana), Pseudomonas syringae pv. 
tomato (Pinta bacteriana), Erwinia carotovora subsp. carotovora (podridão mole ou talo oco) 
e doenças fúngicas como requeima, causada pela Phytophthora infestans e pinta preta, causada 
pelo Alternaria solani entre outros patógenos (KIMATI et al., 1997; LOPES; QUEZADO-
DUVAL, 2005).   
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3.2. As doenças bacterianas e o uso de antimicrobianos na agricultura  
 
A maioria das doenças causadas por bactérias pertence aos gêneros Pectobacterium, 
Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia, Acidovorax, Xanthomonas, 
Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma e Phytoplasma (BAJPAI et al., 2011). As 
doenças acometidas por fitobactérias constituem um problema para produtores rurais e para a 
economia, em razão de sua rápida disseminação no campo e de suas consequências graves, 
como perdas a produção (SAVARY et al., 2006; KOTAN et al., 2010). De maneira geral, a 
dispersão dos fitopatógenos bacterianos nas plantas ocorre rapidamente, principalmente quando 
estão vinculadas aos seguintes fatores: gotas de água, ou seja, por irrigação ou chuva, ventos 
constantes e fortes, agentes de dispersão como os pássaros e insetos ou pelo homem através do 
uso de ferramentas de poda contaminadas por bactérias. Uma vez instalada a doença nas plantas, 
quando o hospedeiro fornece as condições ideais para o desenvolvimento dos micro-
organismos, os primeiros sintomas iniciam, tais como as galhas, manchas e murchas foliares, 
ferrugem, podridões moles e cancros (BAJPAI et al., 2011). 
Cerca de seis décadas após a inserção do uso de antibióticos no tratamento de 
infecções bacterianas na medicina humana, os fitopatologistas reconheceram o potencial destes 
compostos no tratamento de doenças em plantas, principalmente aquelas causadas por bactérias 
(MCMANUS et al., 2002). Desenvolvidos originalmente para terapia humana, o uso dos 
antibióticos alcançou a medicina veterinária, como promotores de crescimento e no tratamento 
de infecções em animais, na agricultura e na aquacultura. Cerca de 50 % das drogas produzidas 
são utilizadas no tratamento de doenças no homem, sendo que o restante é empregado nas 
demais aplicações (RODRIGUES, 2001). Contudo, na produção agrícola as quantidades de 
antibióticos aplicadas ainda são consideradas pequenas (STOCKWELL; DUFFY, 2012).  
No Brasil, os princípios ativos contidos nos produtos registrados para o controle da 
mancha bacteriana no tomate são os produtos à base de cobre e os antibióticos, tais como cloreto 
de benzalcônio, cimoxanil, famoxadona e mancozebe. O princípio ativo acibenzolar-S-metílico 
(ASM), também registrado para o tomate, não atua como antimicrobiano direto, contudo age 
como indutor de resistência às doenças (AGROFIT, 2016). ASM ativam o sistema de defesa 
resultando na expressão de mecanismos relacionados à produção de substâncias químicas 
naturais tóxicas ao patógeno, formação de barreiras estruturais que restrinjam a colonização dos 
patógenos nos tecidos, como a lignificação da parede celular nas plantas (FRENCH-MONAR 
et al., 2010). 
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A resistência microbiana em bactérias patogênicas surgiu poucos anos após a 
introdução do primeiro antibiótico, a penicilina, no tratamento de infecções de Staphylococcus 
aureus. Trata-se de um evento biológico natural, onde os micro-organismos são capazes de 
sobreviver na presença de concentrações antibióticas maiores daquelas prescritas. A incidência 
e a prevalência da resistência microbiana são devido ao uso incorreto e indiscriminado das 
drogas na medicina humana, na agricultura, em cosméticos, na criação e cuidados de animais e 
como preservantes em alimentos. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a 
resistência microbiana é um assunto relevante, considerado uma ameaça à saúde pública 
mundial. A chamada “Era pós-antibiótica” está cada vez mais próxima, uma vez que vem 
aumentando o número de pessoas que adoecem e falecem por conta de infecções bacterianas 
simples (OMS, 2014).  
A resistência bacteriana de apenas um único antibiótico pode significar que outras 
drogas da mesma classe ou que tenham o mesmo modo de ação serão também ineficientes ao 
tratamento de doenças (ECDC/EMEA, 2009). Os mecanismos de resistência podem ser 
classificados em categorias, como a produção de enzimas bacterianas, causando destruição 
direta ou modificações nos antibióticos; modificações no sítio ativo na célula, não havendo 
ligação com a droga; redução da quantidade de antibióticos absorvida devido à remoção ou 
efluxo na célula e, síntese de um alvo celular alternativo, resistente ao antibiótico (HUOVINEN, 
2001; SHELDON, 2005). Uma vez que as drogas antimicrobianas tornam-se ineficazes no 
tratamento de doenças, a resistência microbiana acaba comprometendo o uso profilático dos 
antibióticos e de outras drogas, tais como aquelas utilizadas no combate de doenças em plantas 
(INSA, 2010).  
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3.3. Erwinia spp. 
 
O gênero Erwinia spp. também conhecido como Pectobacterium spp. (HAUBEN 
et al., 1998) tem como características bactérias em forma de bacilos, Gram-negativos, 
pertencentes à família Enterobacteriaceae. São anaeróbios facultativos, móveis por flagelos 
peritríquios, fermentativos e não formadores de esporos (CHARKOWSY, 2006). O 
crescimento ótimo do micro-organismo ocorre na faixa de temperatura entre 28-30 ºC, e em 
ágar nutriente formam colônias lisas, circulares, com coloração branca acinzentada e aspecto 
brilhante (BERGAMIN FILHO et al., 1995). 
 Algumas espécies do gênero produzem enzimas que degradam a parede celular de 
vários hospedeiros. Na patogênese estas enzimas são importantes na penetração do fitopatógeno 
no interior da planta (DE MELLO; CARVALHO FILHO, 2008). As pectinases, por exemplo, 
agem degradando a pectina localizada na lamela média entre as células vegetais 
(PÉROMBELON, 2002). Além disso, a enzima causa maceração dos tecidos vegetais e, com o 
avanço da doença ocorre o extravasamento do conteúdo celular, levando aos sintomas da 
podridão mole (BERGAMIN FILHO et al., 1995). A Figura 1 apresenta as características 
macroscópicas de E. carotovora subsp. carotovora cultivada em ágar nutriente. 
 
 
 
 
O patógeno E. carotovora subsp. carotovora apresenta ampla distribuição mundial 
(AGRIOS, 2005). No Brasil, por ser nativo na maioria dos solos brasileiros, a doença pode ser 
encontrada em todas as regiões produtoras de tomate (AGROFIT, 2016). A doença é 
denominada “podridão mole”, “talo oco” ou “canela-preta”, acomete muitas hortaliças, tais 
como cenoura, tomate, alface, batata, couve-chinesa, entre outras (HAUBEN et al., 1998; 
Figura 1. Características culturais de E.carotovora subsp. carotovora cultivada em ágar nutriente à  
28 ºC durante 24 h. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2015. 
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MARIANO et al., 2005, AGROFIT, 2016). A propagação da doença ocorre planta a planta 
através do vento, por meio de polinizadores, como os insetos, maquinários agrícolas e 
movimentação de trabalhadores no campo. A porta de entrada é por meio de aberturas naturais 
ou danos físicos nos tecidos, gerando ferimentos no hospedeiro (PÉROMBELON, 2002). O 
fitopatógeno pode permanecer nos tecidos vegetais e espaços intercelulares ou nas paredes 
delgadas do tecido parenquimático, onde encontra condições ideais para sua sobrevivência, 
como água, oxigenação e temperatura (PÉROMBELON, 2002). Geralmente as pectobactérias 
dependem da temperatura, umidade e de concentrações de oxigênio para dar início ao processo 
infeccioso (HAYWARD; MARIANO, 1997).  
Nos frutos os sintomas da doença estão relacionados com pequenas lesões 
encharcadas, progredindo com alargamento no diâmetro e profundidade. A área afetada torna-
se mole e murcha, a superfície descolore ficando levemente deprimida. Com o tempo os tecidos 
afetados assumem coloração clara e tornam-se apodrecidos e, em poucos dias os frutos tornar-
se uma massa aquosa (DE MELLO; CARVALHO FILHO, 2008), como apresenta a Figura 2.  
 
  
 
O controle das bactérias é feito principalmente através das boas práticas culturais e 
sanitárias. Devido à capacidade de sobrevivência nos restos de vegetais do campo ou em locais 
de armazenamento, os vegetais remanescentes devem ser removidos e o local devidamente 
desinfetado, a fim de evitar a disseminação do patógeno. Em caso de armazenamento comercial, 
os frutos não devem estar molhados e necessitam ser mantidos em ambiente com umidade e 
temperatura específicas (EMBRAPA, 2008). As recomendações dependem do seu estádio de 
amadurecimento do tomate, sendo os frutos verdes armazenados ao redor de 13 ºC, meio 
maduros em torno de 10 ºC e completamente amadurecidos na temperatura de 8 ºC, umidade 
Figura 2. Podridão mole em frutos de tomate. 
Fonte: Embrapa hortaliças. 
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relativa entre 90 - 95 % e o tempo de conservação nestas condições é de aproximadamente 5 a 
20 dias (MORAES, 2006).  
Nos campos de produção, as plantas devem permanecer a uma adequada distância 
entre si, que permita uma boa ventilação, evitar excesso de umidade no solo e realizar o controle 
de insetos para impedir injúrias físicas nas plantas. Além disso, é necessário fazer o uso de 
sementes e mudas livres da doença e utilizar ferramentas agrícolas sem contaminações por 
tomates ou outras solanáceas doentes (AGRIOS, 2005). O controle químico da doença é feito 
por aplicações do princípio ativo casugamicina, um antibiótico de uso agrícola para diversas 
culturas acometidas pelo patógeno Erwinia spp. (AGROFIT, 2016).  
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3.4. Xanthomonas spp. 
 
Pertencentes à família Pseudomonaceae, Xanthomonas spp. são bactérias 
baciliformes, Gram-negativas, anaeróbias facultativas, móveis por um único flagelo polar, 
podendo ser encontradas isoladas ou aos pares (JONES, 1997). Em meio de cultura ágar 
nutriente formam colônias arredondadas, lisas, mucoide, com coloração amarelada devido ao 
pigmento denominado xantomonadina (STALL, 1993). A Figura 3 apresenta as características 
culturais macroscópicas de X. campestris pv. vesicatoria cultivada em ágar nutriente.  
Trata-se de fitopatógeno de importância para agricultura, pois infectam uma grande 
diversidade de plantas de valor econômico relevante, como frutas cítricas, algodão, maracujá, 
tomate, pimentão e outras (BAJPAI et al., 2011). Em relação ao tomate, a doença denomina-se 
mancha ou pústula bacteriana e é causada por pelo menos quatro espécies do gênero, ou seja, 
X. euvesicatoria; X. campestris pv. vesicatoria; X. gardneri e X. perforans (JONES et al., 2004), 
sendo que todas as espécies são responsáveis pela doença no tomate cultivado no Brasil 
(PEREIRA et al., 2011). 
 
 
 
 
A ocorrência da mancha bacteriana é favorecida numa faixa de temperatura de 22 
a 28 ºC e umidade relativa do ar entre 95 - 100 % (KUROZAWA; PAVAN, 1997; LOPES; 
QUEZADO-DUVAL, 2005). Deste modo, quando a temperatura favorável associa-se com a 
água da chuva ou irrigação, juntamente com o grande fluxo de vento, a severidade da mancha 
bacteriana torna-se ainda maior (LOPES; SANTOS, 1994). A bactéria penetra através dos 
tecidos lesionados por meio de fissuras naturais, ou injúrias físicas provocadas por 
Figura 3. Características culturais de X. campestris pv. vesicatoria cultivada em ágar nutriente à 28 ºC 
durante 24 h. FONTE: ARQUIVO PESSOAL, 2015. 
24 
 
 
equipamentos, movimentação dos agricultores no campo e insetos (QIAN et al., 2005; 
RODRIGUES NETO, 2000). A doença pode se disseminar a curtas distâncias, através da 
contaminação por respingos de água contendo os micro-organismos e, a longas distâncias por 
meio de mudas, sementes infectadas ou restos culturais no solo (LOPES; QUEZADO-
SOARES, 1997). Em períodos curtos, a bactéria pode permanecer no solo através dos restos 
culturais do tomate ou de outras espécies vegetais pertencentes à família das solanáceas, tais 
como pimentão, pimenta, berinjela e batata (RODRIGUES NETO, 2000). 
Os sintomas da mancha bacteriana estão associados a toda parte aérea do tomateiro 
podendo manifestar-se em qualquer estágio de desenvolvimento (GITAITIS et al., 1992). Nas 
folhas surgem inicialmente pequenas manchas com aspecto encharcado, de formato irregular e 
com bordos definidos. Com o avanço da doença estas manchas tornam-se deprimidas, 
evoluindo de uma coloração amarelada para marrom escura, até a necrose dos tecidos 
(KUROZAWA; PAVAN, 1997). Com o avanço das lesões foliares ocorre a perda de água e 
destruição da folhagem a partir da parte inferior da planta, favorecendo o aparecimento de 
sintomas de queima dos frutos pelo sol (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nos tomates os sintomas iniciam-se com pequenas áreas encharcadas a amareladas 
que progressivamente tornam-se marrons acinzentadas, com textura áspera (JONES, 1997). As 
lesões no tomate tendem a ser deprimidas no centro, porém elevadas nas margens, podendo 
estar circundadas por um halo estreito de coloração amarelada a esbranquiçada (QIAN et al., 
2005). A doença causa queda nas flores do tomateiro diminuindo a produção agrícola de tomate 
Figura 4. Mancha bacteriana em S. lycopersicum. 
FONTE: http://www.maine.gov/agriculture/pesticides/gotpests/diseases/tomato-problems.html 
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(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).  A Figura 4 apresenta os frutos de tomate adoecidos 
pelo ataque do fitopatógenos.  
Para o controle da mancha bacteriana, as práticas preventivas são consideradas efetivas 
quando aplicadas em conjunto, uma vez que não há tratamento químico eficaz quando a doença 
encontra-se no campo. A prevenção pode ser feita pelo uso de sementes e mudas livres de 
patógeno, rotação de cultura, cultivo de tomates em épocas secas, as quais não são propícias ao 
desenvolvimento do patógeno, uso de produtos químicos que impede a multiplicação do micro-
organismo, e cultivares resistentes a doença (KUROZAWA; PAVAN, 1997).  
Apesar destas medidas, o controle de doenças bacterianas nas plantas ainda é difícil 
devido à limitação de bactericidas eficazes e, ao mesmo tempo, a adaptabilidade genética dos 
fitopatógenos (CLAFLIN, 2003). O controle químico tem sido feito por produtos à base de 
cobre e antibióticos agrícolas, tais como cloreto de benzalcônio, sulfato de cobre, famoxadona, 
mancozebe e acibenzolar-S-metílico (AGROFIT, 2016). No entanto, alguns estudos têm 
mostrado que os antibióticos e compostos cúpricos não são eficientes na prevenção da doença 
no tomate e, a possível causa da ineficiência seria a seleção de Xanthomonas spp. resistentes 
(AGUIAR et al., 2000; QUEZADO-DUVAL et al., 2003; ITAKO et al., 2014). O uso de 
bactericidas e compostos cúpricos é restrito ou proibido em muitos países devido ao impacto 
que causam no ambiente, assim como a alta toxicidade, longo período para degradação e 
acúmulo na cadeia alimentar (BAJPAI et al., 2011). Assim, é necessária a busca por novas 
alternativas seguras ao produtor, consumidores e ao ambiente e, concomitantemente, eficientes 
na proteção e manejo das culturas afetadas. 
 
 
  
26 
 
 
3.5. Atividade antimicrobiana de óleos essenciais  
 
O termo óleo essencial foi utilizado pela primeira vez no século XVI pelo suíço 
médico e alquimista Paracelsus von Hohenheim, o qual referenciava-se a um componente ativo 
de uma droga como “Quinta Essência” (GUENTHER, 1950). A primeira referência ao uso 
terapêutico de óleos essenciais foi encontrada nos Papiros Ebers, datado de 1550 a.C. no Egito 
Antigo, que descreve os primeiros registros de farmacopeia do mundo. Já o primeiro 
experimento realizado com óleos essenciais e ação antimicrobiana foi no ano de 1881 por De 
la Croix (BOYLE, 1955). Os óleos essenciais são conhecidos por suas características 
antissépticas, como por exemplo, bactericida, fungicida e virucida, propriedades medicinais e 
de fragrância. Antigamente eram usados também nos embalsamentos, na preservação de 
alimentos e como antimicrobianos, analgésico local, sedativo, anti-inflamatório e espasmolítico 
(BAKKALI, et al., 2008).  
 Os óleos essenciais são compostos orgânicos aromáticos, de natureza complexa, 
com baixo peso molecular, voláteis, sintetizados durante o metabolismo secundário de plantas 
aromáticas (BAKKALI et al., 2008). Caracterizados como compostos incolores podendo 
apresentar coloração clara, líquidos a temperatura ambiente, com odor marcante e 
características hidrofóbicas (HYLDGAARD et al., 2012). Podem ser obtidos de diversas partes 
de plantas como flores, brotos, folhas, frutos, sementes, cascas e raízes. São armazenados em 
células secretoras, cavidades, canais, tricomas glandulares ou em células epidérmicas 
(BAKKALI et al., 2008). Na natureza, os óleos essenciais desempenham importante função 
protetora às plantas contra predadores e micro-organismos patogênicos. Proporcionam intenso 
odor às plantas atuando como mensageiros químicos no ambiente, atraindo insetos 
polinizadores e dispersores de sementes e, ao mesmo tempo, repelindo predadores (BAKKALI 
et al., 2008)  
O produto da extração de compostos naturais, como os óleos essenciais, pode variar 
em qualidade, quantidade e composição conforme o clima, órgão coletado, constituição do solo, 
a época da colheita, idade e o ciclo vegetativo da planta e o método de extração do óleo essencial 
(MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006). Diversas metodologias podem ser utilizadas 
para extrair os óleos essenciais, tais como destilação por água ou vapor, extração por solvente, 
expressão sob pressão, fluido supercrítico e extração subcrítica com água (BASSOLÉ; 
JULIANI, 2012). Dentre todos os métodos, a destilação por vapor é o processo de extração 
mais utilizado para fins comerciais e laboratoriais (BURT, 2004).  
27 
 
 
Diversos compostos ativos podem ser encontrados nos óleos essenciais e são 
classificados em quatro grandes grupos, de acordo com a composição química: terpenos, 
terpenóides, fenilpropenos e outros (HYLDGAARD et al., 2012). No grupo dos terpenos são 
encontrados, sobretudo os monoterpenos (C10H16) e sesquiterpenos (C15H24), embora exista em 
proporção menor os diterpenos (C20H32) e triterpenos (C30H40). Os representantes mais 
conhecidos dos terpenos são limoneno, p-cimeno, terpineno, sabineno e pineno. O grupo dos 
terpenóides é o conhecido na literatura pela ação antimicrobiana, sendo seus principais 
compostos os carvacrol, timol, linalol, mentol, geraniol, entre outros. Já o grupo dos 
fenilpropenos representa uma pequena porção dos constituintes, sendo o eugenol, isoeugenol, 
vanila, safrol e cinamaldeíodo os compostos mais estudados (NAZZARO et al., 2013). O último 
grupo inclui produtos de degradação originados de ácidos graxos insaturados, como lactonas, 
terpenos, glicosídeos e compostos contendo enxofre e nitrogênio na estrutura química 
(CABALLERO et al., 2003). Como exemplo, a alicina - diali tiosulfinato, presente no alho 
(BAKKALI et al., 2008) e o alil tiocianato, abundante na família da Brassicaceae, à qual 
pertencem as espécies de mostarda, nabo, rabanete e brócolis (NIELSEN; RIOS, 2000).  
A composição dos óleos essenciais compreende uma mistura complexa entre 20 a 
80 constituintes com concentrações distintas, onde geralmente dois a três compostos possuem 
uma grande porcentagem (20 a 70 %), seguido dos compostos traços, denominados minoritários 
(BAKKALI et al., 2008). Os principais compostos majoritários de boa parte dos óleos 
essenciais pertencem aos grupos dos terpenos e os terpenóides, sendo os monoterpenos os 
representantes mais significativos – cerca de 90 % (AIT-OUAZZOU et al., 2011). Óleos 
essenciais contendo aldeídos ou fenóis como principais constituintes, como o cinamaldeído, 
citral, carvacrol, eugenol ou timol apresentam alta atividade antibacteriana (BASSOLÉ; 
JULIANI et al., 2012). No entanto, Burt (2004) evidencia que os compostos minoritários 
também exercem papel crucial na atividade antimicrobiana, como efeitos aditivos, indiferentes, 
antagonistas e sinérgicos.  
As interações entre os constituintes químicos presentes no óleo essencial podem ser 
definidas por uma ou mais moléculas da constituição química (BAKKALI et al., 2008). Alguns 
estudos vêm demonstrando que os óleos essenciais brutos possuem maior atividade 
antibacteriana quando comparados às misturas dos seus constituintes majoritários (GILL et al., 
2002; MOUREY; CANILLAC, 2002). Estudos evidenciam que os componentes minoritários 
também exercem função crítica na atividade antimicrobiana, possivelmente pela interação com 
os majoritários, modulando-os (HÖET et al., 2006). Desta forma, estas interações químicas 
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entre as moléculas constituintes dos óleos essenciais podem acarretar em efeitos antagônicos, 
sinérgicos, aditivos ou indiferentes. O efeito aditivo é observado quando a ação combinada dos 
constituintes é igual à soma dos efeitos individuais, enquanto no antagonismo, o efeito dos 
componentes é menor em relação aos efeitos individuais. Já o sinergismo é quando o efeito 
combinado é maior que a soma dos efeitos individuais, e por fim, ação indiferente é quando há 
a ausência de interação entre os constituintes (BURT, 2004).  
Muitos estudos têm sido realizados com o objetivo de substituir antimicrobianos 
sintéticos por naturais. A atividade antimicrobiana de extratos e óleos essenciais de plantas 
medicinais e aromáticas tem sido demostrada frente aos diferentes micro-organismos 
patogênicos, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Salmonella spp. 
(BURT, 2004). No entanto, em relação às fitobactérias os estudos ainda são escassos (KOTAN 
et al., 2007). Nezhad et al (2012) realizaram testes de atividade antimicrobiana com alguns 
óleos essenciais contra os fitopatógenos Ralstonia solanacearum e Pectobacterium 
carotovorum através do método de difusão em ágar. Neste estudo foram utilizadas diferentes 
espécies vegetais (Thymus vulgaris, Coriandrum sativum, Cuminum syminum e Rosmarinus 
officinalis) em diferentes concentrações. Os resultados demonstraram a ação antimicrobiana do 
óleo essencial de T. vulgaris sobre os patógenos R. solanacearum e Pectobacterium 
carotovorum, com halo de inibição de 34,8 e 16,5 mm, respectivamente. Ao mesmo tempo, nos 
ensaios realizados para a determinação da concentração mínima inibitória, a espécie de tomilho 
destacou-se, alcançando os menores valores de concentrações inibitórias contra os micro-
organismos estudados. 
Badawy e Abdelgaleil (2014) realizaram estudos com 18 óleos essenciais contra 
fitobactérias e fungos de plantas, tais como Agrobacterium spp., Erwinia spp., Alternaria spp., 
Botrytis spp. e Fusarium spp. A concentração mínima inibitória foi realizada pela metodologia 
de diluição em ágar. Entre as espécies medicinais estudadas, Thuja ocidentalis e Pelargonium 
graveolens apresentaram forte inibição contra as bactérias E. carotovora subsp. carotovora e 
Agrobacterium tumefaciens. Além disso, os resultados da atividade antibacteriana apontaram o 
gênero Erwinia como o mais susceptível aos óleos essenciais testados.  
O uso dos óleos essenciais como agente antimicrobiano também pode ser uma 
alternativa para o controle de espécies de Xanthomonas spp. (BAJPAI et al., 2010a, b; 
NGUEFACK et al., 2005). A utilização destes compostos naturais é promissora, visto que 
destacam-se quando comparados aos agentes químicos comumente empregados contra as 
espécies de Xanthomonas spp. (BAJPAI et al., 2010a, b; NGUEFACK et al., 2005). Bajpai et 
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al. (2010b) realizaram estudo com o óleo essencial e diferentes preparações de extratos de 
Metasequoia glyptostroboides contra espécies de Xanthomonas spp. No ensaio de atividade 
antibacteriana in vitro, realizado através dos métodos de difusão em ágar e de determinação da 
concentração mínima inibitória, o óleo essencial da espécie vegetal estudada mostrou potente 
efeito antibacteriano, atingindo zonas de inibição na faixa de 10 – 14 mm e, pequenos valores 
de concentração inibitória contra os patógenos, como por exemplo, 125 µg. mL-1, evidenciando 
o potencial antimicrobiano da espécie de M. glyptostroboides.  
Lucas et al. (2012) estudaram a ação de óleos essenciais no crescimento de X. 
campestris pv. vesicatoria pelo método de difusão em disco, nas concentrações de 1, 10 e 100 
%. Na concentração de 1,0 % os óleos essenciais de tomilho (T. vulgaris), cravo-da-índia 
(Eugenia caryophyllata) e canela (Cymbopogon zeynalicum) inibiram parcialmente o 
crescimento do fitopatógeno. Contudo, nas concentrações de 10 e 100 % a maioria dos óleos 
essenciais estudados inibiu o crescimento de Xanthomonas spp. Foi também observado que na 
concentração de 0,1 %, os óleos de citronela (Cymbopogon nardus), árvore-de-chá (Melaleuca 
alternifolia) e capim-limão (Cymbopogon citratus) e cravo provocaram danos físicos nas 
estruturas celulares de X. campestris pv. vesicatoria, como degradação da parede celular e 
alterações na densidade citoplasmática.  
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3.6. Possíveis mecanismos de ação dos óleos essenciais sobre as células bacterianas 
 
Apesar de estudos demonstrarem a eficácia antibacteriana dos óleos essenciais, 
poucos detalham o seu modo de ação (LAMBERT et al., 2001). Atualmente, o número de 
trabalhos a respeito do assunto vem crescendo, mas ainda são escassos quando comparados 
àqueles dedicados à caracterização química dos óleos essenciais (FALEIRO, 2011). 
Considerando o grande número de constituintes químicos, é notável que a atividade 
antimicrobiana dos óleos essenciais não seja atribuída a um específico modo de ação, mas sim 
a mecanismos que atuam simultaneamente em diversos alvos celulares (LAMBERT et al., 
2001; CARSON et al., 2002). Deste modo, a atividade inibitória dos óleos essenciais nos micro-
organismos resulta em interações complexas entre os constituintes, mesmo aqueles encontrados 
em pequenas quantidades, podendo induzir efeitos aditivos, sinérgicos, antagonistas ou 
indiferentes (XIANFEI et al., 2007).  
Com relação às bactérias, geralmente as Gram-negativas são mais resistentes do 
que as Gram-positivas (TROMBETTA et al., 2005). Esta resistência microbiana ocorre devido 
à existência da parede celular nas Gram negativas, cuja função é criar uma barreira contra 
determinadas substâncias, como antibióticos, enzimas digestivas, detergentes e metais pesados 
(MADIGAN; MARTINKO; DUNLAP, 2010). É composta principalmente por porinas 
(proteínas), fosfolipídeos e lipopolissacarídeos, também conhecidos por endotoxina 
(MADIGAN; MARTINKO; DUNLAP, 2010). Assim, a parede celular forma uma barreira em 
direção às macromoléculas e aos compostos hidrofóbicos, permitindo que este grupo de 
bactérias tenha maior tolerância a estes compostos, tais como os encontrados nos óleos 
essenciais (NIKAIDO, 2003). 
De fato, um importante sítio de ação dos óleos essenciais é a membrana celular, a 
qual interage com compostos antimicrobianos que possivelmente afetarão a viabilidade celular 
(HYLDGAARD et al., 2012). Esta interação membrana-compostos antimicrobianos pode ser 
considerada um fenômeno bilateral, controlada pela forma de como a membrana plasmática 
está organizada e, pela estrutura química dos compostos (CRISTANI et al., 2007). No caso dos 
óleos essenciais, o caráter hidrofóbico permite a partição dos lipídeos da membrana plasmática, 
comprometendo as estruturas morfológicas e funcionais celulares (KNOBLOCH et al., 1986; 
SIKKEMA et al., 1995). Logo, os compostos ativos ligam-se a superfície celular, alcançam o 
alvo, gerando efeitos como inibição da força próton motriz e da cadeia respiratória (GAO et al., 
2011).  
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Embora a membrana plasmática seja um alvo direto, uma vez danificada os óleos 
essenciais atingem o citoplasma prejudicando a biossíntese de proteínas e enzimas, falhas nos 
processos biossintéticos e de geração energética celular (HYLDGAARD et al., 2012). Embora 
o extravasamento de certos componentes do citoplasma, como íons e nutrientes, seja tolerável 
sem que haja perda da funcionalidade celular, a extensa liberação de elementos importantes 
pode acarretar em prejuízos, podendo ocasionar a lise celular (LAMBERT et al., 2001).  
Muitas técnicas e métodos laboratoriais podem confirmar o modo de ação dos óleos 
essenciais frente às células microbianas. De acordo com o objetivo de cada estudo podem ser 
aplicadas algumas metodologias, tais como microscopia eletrônica de varredura (GAO et al., 
2011), microscopia eletrônica de transmissão (BOUHDID et al., 2010), determinação do efluxo 
de íons de potássio e fosfato e a avaliação da integridade da membrana por microscopia 
confocal a laser (LAMBERT et al., 2001) e análise da liberação de lipídeos (OYEDEMI et al., 
2008).  Estas e outras técnicas proporcionam uma melhor compreensão a respeito das perdas 
de integridade e permeabilidade da membrana, viabilidade celular, estresse oxidativo, mudança 
na composição da membrana e ruptura na membrana celular (DUARTE et al., 2012).  
Os óleos essenciais ricos em compostos monoterpenos, como timol, carvacrol, 
eugenol, geralmente possuem uma expressiva atividade antibacteriana, por conter em sua 
estrutura o grupo hidroxil livre (LAMBERT et al., 2001; BURT; REINDERS, 2003), 
permitindo a formação de pontes de hidrogênio com a água, ampliando o espectro de ação em 
bactérias Gram-positivas e negativas (NAZZARO et al., 2013). Cristani et al. (2007) realizaram 
estudos com o quatro monoterpenos mais encontrados nos óleos essenciais – carvacrol, timol, 
ρ-cimeno e γ-terpineno - em S. aureus e E. coli. De acordo com os resultados obtidos pelos 
autores, estes concluem que a atividade antimicrobiana pode ser resultado da penetração da 
fração lipídica dos compostos monoterpênicos. Em seguida houve uma perturbação da região 
hidrofóbica da membrana plasmática, alterando sua composição e as características físico-
químicas. Isto pode explicar a baixa sensibilidade de E. coli aos efeitos citotóxicos dos quatro 
monoterpenos envolvidos no estudo, corroborando com suposição que a parede celular das 
bactérias Gram-negativas cria uma barreira protetora contra compostos altamente hidrofóbicos 
(IKIGAI et al., 1993; HELANDER et al., 1998; HANCOCK, 1997).  
O conhecimento a respeito dos alvos celulares atingidos por compostos naturais, 
tais como os óleos essenciais é relevante para o desenvolvimento de terapias antimicrobianas 
naturais, que possa vir a combater potenciais infecções na saúde do homem, animais e nos 
cuidados preventivos de doenças na agricultura. A Figura 5 apresenta um exemplo simplificado 
32 
 
 
dos alvos e dos mecanismos de ação dos óleos essenciais sobre a célula bacteriana Gram-
negativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Proteína de membrana 
Coagulação do citoplasma 
Força próton-motriz 
Membrana citoplasmática Parede celular 
Saída de íons e nutrientes 
Proteína de membrana  
Figura 5. Alvos e mecanismos de ação dos óleos essenciais nas bactérias Gram-negativas. 
Fonte: Adaptado de BURT, 2004. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
  
4.1. Espécies medicinais 
 
Foram utilizadas para o presente estudo dezenove espécies medicinais e aromáticas, 
conforme apresenta a Tabela 1. As plantas pertencem à Coleção de Plantas Medicinais e 
Aromáticas - CPMA, do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 
- CPQBA, da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Foram também utilizados dois 
óleos essenciais comerciais (Laszlo®) das espécies Cinnamomum cassia – canela-da-china e 
Eugenia caryophyllata – cravo-da-índia. 
 Apesar da CPMA ser fiel depositária junto ao Conselho de Gestão do Patrimônio 
Genético (CGEN) foi solicitada autorização para o estudo das espécies nativas junto ao 
Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), sendo esta 
concedida sob número 010776/2014-1 (Anexo A). 
 
4.2. Manutenção e cultivo das espécies na CPMA- CPQBA/UNICAMP 
 
As espécies medicinais foram mantidas na CPMA, o que garantiu o material 
necessário aos estudos do presente projeto. Foram cultivadas em canteiros sob irrigação no 
campo experimental do CPQBA. 
 
4.3. Extração dos óleos essenciais  
 
Os óleos essenciais foram extraídos por hidrodestilação em sistema do tipo 
Clevenger, a partir de 250 g das partes aéreas da planta fresca previamente picadas. Estas foram 
adicionadas em balão de fundo redondo com capacidade para 1000 mL, seguido da adição de 
700 mL de água destilada, prosseguindo-se a destilação por 2 h. Em seguida, o óleo essencial 
foi coletado com auxílio de uma pipeta Pasteur, armazenado em frascos protegidos de 
luminosidade e mantidos em freezer a -25 °C. 
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Tabela 1. Plantas medicinais e aromáticas da CPMA utilizadas no presente estudo. 
Espécie vegetal  Família 
Nome 
popular 
Origem 
Parte 
usada 
No. CPMA 
Aloysia gratissima Verbenaceae 
Alfazema 
do Brasil 
N F 714 
Artemisia annua Asteraceae Artemisia E Pa 1857 
Bixa orellana Bixaceae Urucum N S 252 
Cinnamomun zeylanicum  Lauraceae 
Canela da 
índia 
E C Co 
Cinnamomun cassia Lauraceae 
Canela-da-
China 
E F Co 
Cordia verbenaceae Boraginaceae 
Erva 
baleeira 
N Pa 1885 
Cymbopogon citratus Poaceae 
Erva 
cidreira 
E F 503 
Cymbopogon martinii Poaceae Palmarosa E F 354 
Cymbopogon winterianus Poaceae Citronela E F 712 
Eugenia caryophyllata Myrtaceae 
Cravo-da-
índia 
E Pa 455 
Laurus nobilis Lauraceae Louro E F 2077 
Lippia alba Verbenaceae 
Falsa 
melissa 
N F 467 
Mentha piperita Lamiaceae 
Hortelã 
pimenta 
E Pa 1911 
Ocimum basilicum Lamiaceae 
Manjericão 
roxo 
E Pa 2164 
Ocimum selloii Lamiaceae 
Alfavaca 
anizada 
N F 710 
Origanum sp. var applii Lamiaceae Orégano E Pa 514 
Porophyllum ruderale Asteraceae 
Arnica 
silvestre 
N Pa 1847 
Rosmarinus officinalis Lamiaceae Alecrim E F 1792 
Ruta graveolens Rutaceae Arruda E Pa 580 
C: cascas; Co: comercial; E: exótica; F: folhas; N: nativa; Pa: Partes aéreas; R: rizoma; S: sementes. 
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4.4. Determinação do teor de umidade e rendimento em óleo essencial 
 
O teor de umidade foi determinado após a secagem de uma amostra de massa 
conhecida das plantas frescas acondicionadas em um cadinho de alumínio, mantidas em estufa 
com circulação de ar a 40 °C, até peso constante. Posteriormente, foi calculado o rendimento 
em óleo essencial em função da massa (g) de óleo extraído e a massa (g) de planta seca. 
 
4.5. Triagem in vitro da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pelo Método da 
Microdiluição (CLSI, 2005) 
 
4.5.1. Micro-organismos 
 
As cepas das bactérias Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ATCC 13951, CCT 
0085 (IBSBF 317) e CBMAI 624 e Erwinia carotovora subsp. carotovora ATCC 15713 foram 
obtidas junto à Coleção de Culturas Tropical da Fundação Tropical de Pesquisas e Tecnologia 
“André Toselho” – Campinas, SP e à Coleção Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e 
Indústria (CBMAI), do CPQBA/UNICAMP. 
Os micro-organismos foram mantidos em ultra freezer a -80 °C, acondicionados em 
criotubos contendo meio de cultura líquido - caldo nutriente, com 10 % de glicerol conforme 
especificações técnicas para cada micro-organismo. A fim de preservar as características a cada 
novo ensaio, as bactérias foram reativadas em meio de cultura ágar nutriente, mantidas em 
estufa a 28 ºC durante 24 h e, posteriormente, conservadas sob temperatura de refrigeração (4 
ºC). 
 
4.5.2. Preparo dos óleos essenciais para os testes de atividade antibacteriana 
 
Para os ensaios de determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) e 
Concentração Mínima Bactericida (MBC), os óleos essenciais foram solubilizados em caldo 
Müeller - Hinton (MH) contendo até 2,5 % de dimetilsulfóxido (DMSO) como agente 
solubilizante.  
Para o ensaio de atividade antimicrobiana foi preparado uma solução estoque de 
óleo essencial diluído na concentração de 4 mg.mL-1, correspondendo a 4 vezes o valor da 
concentração máxima testada nos ensaios de determinação da MIC, ou seja, 1 mg.mL-1.  
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4.5.3. Preparo e padronização de inóculo para os testes de atividade antibacteriana  
 
Para a avaliação da MIC, o inóculo foi preparado a partir de uma suspensão de 
células de crescimento recente (24 h) em solução salina 0,85 %. A densidade ótica foi ajustada 
em espectrofotômetro (Shimadzu – UV mini 1240) para absorbância entre 0,08 e 0,1 a 625 nm, 
o que corresponde a 1,5 x 108 UFC.mL-1, seguido de diluição seriada para a concentração final 
de 106 UFC.mL-1 (CLSI, 2005).  
 
4.5.4. Determinação da MIC dos óleos essenciais pelo Método da Microdiluição 
 
Em uma microplaca esterilizada com 96 poços ou compartimentos foram 
depositados 100 L de caldo MH, a partir da coluna 2 até a coluna 12. Na coluna 1 da 
microplaca foram acrescentados 150 μL do caldo Müeller - Hinton (MH) e 50 μL da amostra 
dos óleos essenciais previamente diluídos (item 4.5.2), de concentração conhecida, 
representando o controle de esterilidade das amostras. Na coluna 2 foram depositados 100 μL 
de cada amostra de óleo essencial diluído a ser testado, cuja concentração é conhecida de 1 
mg.mL-1. Em seguida, foi feita uma homogeneização com o caldo MH previamente adicionado 
e, transferidos 100 L do homogeneizado para os poços da coluna seguinte (coluna 3), 
repetindo-se este procedimento até a coluna 12, de modo a obter uma concentração decrescente 
dos óleos essenciais. Os 100 L finais foram desprezados. Em seguida, foram adicionados nas 
colunas 2 a 12, 100 L do inóculo microbiano previamente preparado, conforme item 4.5.3. 
Também foram incluídos controles da esterilidade do meio de cultura MH, e da viabilidade dos 
micro-organismos.  
As placas foram seladas com Parafilm® e incubadas em estufa por 24 h a 28 oC. 
Após este período foram acrescentados 50 L de uma solução aquosa de 2,3,5 - cloreto de 
trifenil tetrazólio (TTC) 0,5 % em cada compartimento, e a placa reincubada por 3 h na referida 
temperatura. A MIC foi definida como a menor concentração do óleo essencial capaz de 
impedir o crescimento microbiano, visualmente detectado pelo aparecimento da coloração 
vermelha. O revelador TTC permite observar as regiões onde houve crescimento bacteriano, 
uma vez que as células com atividade respiratória alteram o pH do meio de cultura, que se torna 
vermelho.  
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4.5.5. Determinação da MBC dos óleos essenciais 
 
Após determinação da MIC foi determinada a MBC dos óleos essenciais mais 
ativos através do plaqueamento em meio de cultura sólido – ágar nutriente, de 10 µL do material 
contido no poço da microplaca referente à MIC (compartimento onde não houve crescimento 
microbiano visual), e dos três compartimentos subsequentes de maior concentração, que não 
apresentaram coloração pelo reagente TTC. Posteriormente, as placas foram reincubadas a 28 
ºC durante 24 h e avaliadas quanto ao crescimento bacteriano, sendo a MBC definida como a 
concentração mínima capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano. 
Para determinar a natureza do efeito antimicrobiano dos óleos essenciais utilizou-
se a relação MBC:MIC, sendo que quando a razão está entre 1:1 a 2:1, o efeito deve ser 
considerado bactericida, enquanto uma relação MBC:MIC maior que 2:1 indica um efeito 
bacteriostático (HAFIDH et al., 2011). 
 
4.6. Determinação da MIC e MBC dos óleos essenciais combinados  
 
Os óleos essenciais de maior atividade foram combinados e avaliados em relação à 
atividade antibacteriana, conforme o item 4.5. A diluição dos óleos essenciais foi realizada 
conforme o item 4.5.2, porém os mesmos foram previamente combinados nas proporções 1:1, 
1:3 e 3:1. A concentração final da solução estoque de cada combinação (blenda) de óleo 
essencial diluído foi de 8 mg.mL-1. A MBC foi também determinada conforme descrito no item 
4.5.5. 
 
4.7. Identificação dos constituintes químicos voláteis dos óleos essenciais mais ativos 
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrômetro de Massas - CG-EM 
 
A identificação dos constituintes voláteis presentes nos óleos essenciais foi 
realizada em cromatógrafo a gás Agilent Technologies modelo HP-6890N, equipado com 
detector seletivo de massas Agilent Technologies 5975 e coluna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 
mm x 0.25 µm diâmetro). Foi utilizado injetor split/splitless nas seguintes condições: injetor à 
220 °C, coluna à 60 °C, rampa de aquecimento de 3 °Cmin-1 e temperatura final de 240 °C. O 
gás Hélio foi usado como gás de arraste a 1 mlmin-1 e o sistema de ionização de elétrons foi 
operado a 70 eV. As amostras dos óleos essenciais foram solubilizadas em acetato de etila para 
as análises na concentração de 15 mg.mL-1. O Índice de Retenção (IR) foi determinado pela co-
injeção de padrões de hidrocarbonetos. Os constituintes dos óleos essenciais foram 
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identificados por comparação com dados da literatura (ADAMS, 2007), perfis da biblioteca 
Nist 05, e pela co-injeção de padrões autênticos, quando disponíveis. 
Os ensaios foram realizados em colaboração com o Dr. Adilson Sartoratto, da 
Divisão de Química Orgânica e Farmacêutica (DQOF) do CPQBA/UNICAMP.  
 
4.8. Curva de crescimento de X. campestris pv. vesicatoria e E. carotovora subsp. 
carotovora 
 
4.8.1. Preparo de inóculo 
 
As cepas das bactérias X. campestris pv. vesicatoria (ATCC 13951, CCT 0085 e 
CBMAI 624) e E. carotovora subsp. carotovora (ATCC 15713) foram cultivadas, 
respectivamente, em frascos de Erlenmeyer contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e Yeast 
Malt (YM), a partir de células de crescimento recente (24 h), crescidas em ágar nutriente a 28 
ºC. O cultivo foi conduzido em incubadora com agitação orbital (G-25 – New Brunswick 
Scientific) a 120 rpm e 28 ºC, durante 24 h. 
 
4.8.2. Propagação dos micro-organismos 
 
Após o preparo do inóculo conforme o item 4.8.1, foi transferido cerca de 10 % do 
inóculo (5 mL) crescido para novos frascos estéreis contendo 50 mL dos meios citados 
anteriormente. Os frascos foram novamente incubados nas mesmas condições, exceto pelo 
intervalo de tempo, neste caso 12 h. Durante a incubação, as amostras foram coletadas em 
intervalos regulares de 2 h, com a finalidade de monitorar o crescimento microbiano por meio 
da determinação da densidade óptica da cultura, em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis 
Thermo Scientific) a 625 nm. O ensaio foi realizado em triplicata para a determinação do tempo 
requerido (h) para alcance das fases lag, logarítmica e estacionária do crescimento microbiano.  
 
4.9. Possíveis mecanismos de ação dos óleos essenciais sobre os micro-organismos 
 
4.9.1. Preparo da blenda de óleos essenciais 
 
Para avaliação dos possíveis mecanismos de ação dos óleos essenciais de maior 
atividade sobre as bactérias E. carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria, 
os óleos essenciais foram combinados na proporção 1:1, 3:1 e 1:3. As blendas foram 
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solubilizadas em solução contendo até 2,5 % de DMSO e água destilada esterilizada. A 
concentração final da blenda de óleos essenciais foi de 100 mg.mL-1. 
 
4.9.2. Preparo de inóculo 
 
O inóculo para os ensaios de mecanismos de ação foi preparado nas mesmas 
condições descritas anteriormente nos itens 4.8.1 e 4.8.2, a fim de manter uma padronização 
nos ensaios. 
 
4.9.3. Ação da blenda de Cinnamomum cassia e Eugenia caryophyllata (1:1) sobre 
Erwinia carotovora subsp. carotovora e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria   
 
As bactérias E. carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria foram 
selecionadas para o estudo, de acordo com o menor tempo (h) requerido para atingirem a fase 
logarítmica, conforme determinado no item 4.8.  
Após inoculação nas condições descritas no item 4.8.1 e 4.8.2, as bactérias E. 
carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria foram cultivadas em caldo YM e 
BHI respectivamente, à 28 ºC até a metade de suas fases exponenciais. Neste momento, foi 
adicionada à cultura a blenda 1:1 dos óleos essenciais C. cassia e E. caryophyllata, na 
concentração correspondente à MIC, definidas previamente no item 4.6, bem como nas 
concentrações correspondendo a 5, 10 e 15 vezes ao valor da MIC de cada micro-organismo.  
Após a adição da blenda dos óleos essenciais, a cultura foi reincubada a 28 ºC, sob 
agitação de 120 rpm, durante aproximadamente 2 h. Ao final do ensaio, o volume total da 
cultura remanescente foi centrifugado (centrífuga refrigerada Hettich® – Modelo Rotina 420R) 
a 8.000 rpm e 4 ºC, durante 10 min. O sobrenadante foi retirado e utilizado para a determinação 
do teor de proteínas e lipídios extracelulares totais. 
Os testes foram realizados em triplicata, sendo incluídos os controles sem adição 
do óleo essencial e com o antibacteriano a base de cobre - sulfato de cobre CuSO4 (Cupro 
Dimy®), na concentração de 1 mg.mL-1. 
 
4.9.4. Determinação do teor de proteínas extracelular 
 
A concentração de proteínas totais do sobrenadante obtido no item 4.9.3 foi 
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) 
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como padrão. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu® mini 
1240 a 595 nm. 
 
4.9.5. Determinação do teor de lipídios extracelular 
 
A concentração de lipídios no sobrenadante obtido no item 4.9.3 foi determinada 
em triplicata pelo método de Van Handel (1985) modificado por Oyedemi et al. (2008). O 
método consiste no tratamento do sobrenadante com ácido sulfúrico concentrado, o qual 
converte os lipídios insaturados em derivados de ácido sulfônico, solúveis em água. Estes 
desenvolvem uma coloração avermelhada após a adição do reagente ácido fosfórico-vanilina. 
Para a preparação da reta padrão, uma solução padrão de trioleína em clorofórmio 
foi preparada na concentração de 25 µg.mL-1, e adicionada em tubos de ensaio, de maneira a 
obter uma faixa de concentração entre 0 a 25 µg/mL. Em seguida, os tubos foram 
acondicionados em bloco digestor Hack – Modelo DRB200 a 100 ºC, até a completa evaporação 
do solvente. A seguir foram adicionados 200 µL de ácido sulfúrico concentrado (95 %), seguido 
de aquecimento a 110 ºC, durante 10 min. Após o intervalo de tempo, os tubos foram retirados 
do aquecimento, adicionados de 4,7 mL do reagente ácido fosfórico-vanilina, seguido de 
agitação e resfriamento. Cerca de 5 min pós aquecimento nota-se o aparecimento de uma 
coloração avermelhada sendo que, em aproximadamente após 30 min tal efeito torna-se estável. 
As absorbâncias da reta de calibração foram lidas em espectrofotômetro a 525 nm.  
Para a determinação de lipídios no sobrenadante da cultura centrifugada (item 
4.9.3), uma alíquota de 100 µL foi transferida para um tubo de ensaio, acrescidos com 200 µL 
de ácido sulfúrico 95 %, onde permaneceu a temperatura ambiente por 10 min. Após este 
período foram adicionados 4,7 mL de solução ácido fosfórico-vanilina, seguido de agitação em 
vórtex e reincubação nas mesmas condições anteriores, onde a coloração da solução tornou-se 
avermelhada. As leituras de absorbância também foram realizadas em espectrofotômetro a 525 
nm. 
 
4.10. Análise estatística 
 
Os resultados da determinação de proteínas e lipídios foram avaliados 
estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 
Tukey (p˂0,05), utilizando o programa Statistica 6.0 (StatSoft Inc, Tulsa, USA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Determinação da MIC e MBC dos óleos essenciais brutos frente aos fitopatógenos  
 
A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais das espécies vegetais estudadas foi 
investigada para as cepas X. campestris pv. vesicatoria ATCC 13951, CCT 0085 e CBMAI 624 
e E. carotovora subsp. carotovora ATCC 15713. A Tabela 2 apresenta os valores referentes à 
MIC e MBC dos óleos essenciais brutos, para uma concentração máxima testada de 1,0 mg.mL-
1. De acordo com os resultados, as espécies A. gratissima, A. annua, B. orellana, C. 
verbenaceae, L. nobilis, M. piperita, O. basilicum, O. selloii, P. ruderale, R. officinales e R. 
graveolens não foram ativas na faixa de concentração estudada, portanto não estão citadas na 
Tabela 2. No entanto, os resultados apontam que dentre as espécies vegetais ativas, C. cassia 
apresentou a melhor atividade antimicrobiana contra todos os micro-organismos avaliados.  
Hafidh et al. (2011) propuseram uma classificação para a natureza do efeito 
antimicrobiano ou antifúngico de produtos naturais, incluindo óleos essenciais e extratos 
vegetais. Caso a razão MBC:MIC estiver entre 1:1 a 2:1, o efeito deve ser considerado como 
bactericida ou fungicida. Porém, se a relação for maior que 2:1, o modo de ação deve ser 
considerado como bacteriostático ou fungistático. Assim, pode ser observado através da Tabela 
2 que a maioria dos óleos essenciais apresentou efeito bactericida contra as bactérias 
fitopatogênicas, exceto as espécies C. witerianus e E. caryophyllata, que apresentaram efeito 
bacteriostático. 
Outra maneira de classificação da atividade antimicrobiana de materiais vegetais 
foi proposta por Aligiannis et al. (2001). Este categorizou a atividade dos materiais vegetais de 
acordo com os valores de MIC, considerando como de elevada inibição, os que apresentarem 
MIC até 0,5 mg.mL-1; de moderada inibição, aqueles que apresentarem MIC entre 0,6 e 1,5 
mg.mL-1 e de fraca inibição, aqueles cuja MIC for acima de 1,6 mg.mL-1. Desse modo, de 
acordo com a classificação proposta, a maioria das espécies estudadas exibiu inibição 
moderada, destacando a ampla ação antibacteriana da maioria das espécies vegetais contra as 
bactérias X. campestris pv. vesicatoria CBMAI 624 e E. carotovora subsp. carotovora.  
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Tabela 2. Atividade antibacteriana (MIC e MBC – mg.mL-1) dos óleos essenciais brutos sobre X. campestris pv. vesicatoria e E. carotovora subsp. carotovora 
 
 
 
 
 
 
 
 
MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC
Origanum  applii 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC) 0,50 0,50 1:1 (BC)
Cymbopogon citratus 0,50 0,50 1:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC) * * *
Cymbopogon martinii 0,30 0,50 5:3 (BC) 1,0 1,0 1:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,50 0,50 1:1 (BC)
Cymbopogon winterianus 0,30 1,0 10:3 (BS) 1,0 1,0 1:1 (BC) 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 0,50 1:1 (BC)
Cinamomun zeilanicum  (folha) 0,50 0,50 1:1 (BC) 1,0 * * 0,25 0,25 1:1 (BC) 0,50 0,50 1:1 (BC)
Cinamomun cassia (casca) 0,25 0,25 1:1 (BC) 0,25 * * 0,13 0,13 1:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC)
Eugenia caryophyllata 0,25 1,0 4:1 (BS) * * * 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 0,50 1:1 (BC)
Lipia alba * * * * * * 0,50 0,50 1:1 (BC) * * *
Zingiber officinales * * * * * * 0,25 0,50 2:1 (BC) * * *
Sulfato de cobre (Padrão) * * - * * - 0,25 0,50 2:1 (BC) * * -
X. campestris
CCT 0085
E. carotovora 
ATCC 15713
X. campestris
ATCC 13951
X. campestris
CBMAI 624
*: MIC ou MBC ≥ 1,0 mg.mL-1; -: Não determinado; BC: Bactericida; BS: Bacteriostático. 
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 Rendimento em óleos essenciais 
 
O rendimento em óleo essencial corresponde à porcentagem de massa (g) de óleo 
essencial em relação à massa (g) de planta seca. Os resultados de rendimento foram avaliados 
apenas para as espécies que apresentaram MIC ≤ 1.0 mg.mL-1 e estão apresentados na Tabela 
3. De acordo com os resultados é possível notar que a espécie E. caryophyllata apresentou 
maior rendimento em óleo essencial (4,69 %), seguido da C. cassa (1,72 %) e L. alba (1,60 %). 
Já o menor rendimento foi constatado para a espécie O. vulgare (0,15 %) e C. zeylanicum, com 
cerca de 0,40 % de rendimento em óleo essencial.  
Segundo Burt (2004), as variações nos rendimentos e nas composições dos óleos 
essenciais podem ser atribuídas a diversos fatores, tais como época de colheita, tipo de solo, 
clima da região, secagem do material e partes da planta utilizada, umidade relativa do ar e 
distribuição geográfica. Com base nos resultados de MIC e de rendimento em óleo foram 
selecionados os óleos essenciais de duas espécies para dar prosseguimento aos estudos, ou seja, 
C. cassia e E. caryophyllata. 
 
Tabela 3. Rendimento em óleo essencial das espécies vegetais de mais ativas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espécie vegetal
Rendimento 
(%)
C. cassia 1,72
C. citratus 1,13
C. martinii 1,36
C. zeylanicum 0,40
C. winterianus 1,48
E. caryophyllata 4,69
L. alba 1,60
O.applii 0,15
Z. officinales 1,22
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 Determinação da MIC e MBC da blenda de óleos essenciais de C. cassia e E. 
caryophyllata  
 
Os óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata foram combinados nas 
proporções 1:1; 3:1 e 1:3 para avaliação da MIC e MBC. A combinação dos óleos essenciais 
(blenda) foi testada com a finalidade de observar um possível efeito sinergístico entre seus 
componentes sobre a atividade antimicrobiana. De acordo com Ultee et al. (2000), a 
combinação de dois ou mais óleos essenciais pode potencializar a ação antimicrobiana, 
tornando relevante seu emprego como agente antimicrobiano natural. A Tabela 4 apresenta os 
resultados da MIC e MBC para as combinações testadas.  
De acordo com os resultados, as blendas dos óleos essenciais não apresentaram uma 
melhora na atividade contra as bactérias fitopatogênicas, ou seja, não houve diminuição nos 
valores de MIC, sendo que estes permaneceram com pouca variação quando comparados aos 
valores de MIC dos óleos essenciais brutos individuais. No entanto, para as próximas etapas do 
presente projeto foi utilizada a combinação 1:1 da blenda de óleos essenciais de C. cassia e E. 
caryophyllata na concentração de 0,25 mg.mL-1, avaliada como o menor valor de concentração 
da MIC, conforme apresenta a Tabela 4.   
Fu et al. (2007) estudaram o efeito da atividade antibacteriana dos óleos essenciais 
de cravo e alecrim individualmente e combinados. A combinação dos óleos essenciais 
demonstrou efeito aditivo contra S. epidermidis, S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli, Proteus 
vulgaris e P. aeruginosa. Efeito sinérgico foi observado em C. albicans enquanto que efeito 
antagônico foi encontrado para o fungo Aspergillus niger, quando a razão dos óleos essenciais 
de cravo e alecrim foi de 1:5, 1:7 e 1:9. Pereira et al. (2008) empregaram o método de diluição 
em ágar e combinações entre os óleos essenciais de capim-limão, orégano e cravo-da-índia. Os 
resultados mostraram que não houve variação significativa entre as combinações e o 
comportamento individual dos óleos brutos estudados. 
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Tabela 4. Atividade antibacteriana (MIC e MBC – mg.mL-1) da blenda de óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata sobre X. campestris pv. vesicatoria 
e E. carotovora subsp. carotovora. 
 
              BC: bactericida; BS: bacteriostático; OE 1 (óleo essencial): Cinamomum cassia (casca); OE 2: Eugenia caryophyllata. 
 
E. carotovora X. campestris X. campestris X. campestris
ATCC 15713 CBMAI 624 ATCC 13951 CCT 0085
MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC MIC MBC MBC:MIC
OE 1 + OE 2 (1:1) 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC)
OE 1 + OE 2 (3:1) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC)
OE 1+ OE 2 (1:3) 0,50 0,50 1:1 (BC) 0,25 0,50 2:1 (BC) 0,50 1,0 2:1 (BC) 0,25 0,25 1:1 (BC)
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 Composição química dos óleos essenciais de melhor atividade  
 
A Tabela 5 apresenta a composição química do óleo essencial de C. cassia, 
realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas (CG-EM). De acordo 
com a análise química, 100 % dos constituintes foram identificados, sendo trans-cinamaldeíodo 
(81,91 %) o composto majoritário, seguido do eugenol, com 12,84 %. Os compostos 
minoritários encontrados foram óxido de cariofileno (0,13 %), alfa-terpineol (0,14 %) e cis-
cinamaldeíodo (0,51 %). Muitos estudos determinaram a composição do óleo essencial da C. 
cassia, dentre eles, a Anvisa (2009) e Woehrlin et al. (2010), que também encontraram o trans-
cinamaldeíodo como constituinte majoritário.  
A Tabela 6 apresenta a composição química do óleo essencial de E. caryophyllata, 
onde 99,6 % dos constituintes foram identificados. O eugenol se destacou como composto 
majoritário (89,1 %) do óleo essencial de cravo. Outros constituintes, como por exemplo, 
acetato de eugenol, citronelal e citral foram encontrados em menores proporções. Estudos 
anteriores de determinação da composição química também corroboram com os resultados 
encontrados neste estudo. Chaieb et al. (2007) também encontraram o eugenol (88,58 %) como 
composto majoritário do óleo de cravo, seguido do β-cariofileno (17,4 %), α-humuleno (2,1 %) 
e acetato de eugenila (1,2 %). Fu et al. (2007) relataram o eugenol como principal composto 
(68,52 %), seguido do β-cariofileno (19,0 %). De acordo com Angioni et al (2006) uma mesma 
espécie vegetal localizada em ambientes geográficos distintos pode apresentar genótipos 
diferentes. Desta maneira, a composição química e a porcentagem dos constituintes dos óleos 
essenciais podem ter variações conforme a espécie vegetal avaliada. Neste contexto, a 
importância do conhecimento da composição química dos óleos essenciais é relevante, uma vez 
que esta está intimamente relacionada com a atividade biológica.  
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IR (min) Identificação % rel. 
14,49 α-terpineol 0,14
15,68 cis-cinamaldeido 0,51
18,21 trans-cinamaldeido 81,91
21,59 eugenol 12,84
23,19 M = 164 0,21
23,98 trans-cariofileno 1,33
25,35 α-humuleno 0,29
28,41 M = 162 0,53
29,10 M = 190 1,19
29,41 M = 190 0,93
30,41 óxido de cariofileno 0,13
IR: índice de retenção (minutos); % rel.: porcentagem relativa; M: massa molar.  
IR: índice de retenção (minutos); % rel.: porcentagem relativa. 
 
Tabela 5. Composição química do óleo essencial de C. cassia. 
 
 
 
Tabela 6. Composição química do óleo essencial de E. caryophyllata. 
IR (min) Identificação % rel. 
13,80 Citronelal 0,59
15,53 Salicilato de metila 0,20
17,50 Cis-citral 0,20
18,76 Citral 0,25
22,82 Eugenol 89,00
25,05 β-cariofileno 2,60
26,40 α-cariofileno 0,39
29,38 Acetato de eugenol 4,46
31,47 Óxido de cariofileno 0,39
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 A ação da blenda de óleos essenciais de E. caryophyllata e C. cassia sobre a lise 
celular de E. carotovora subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria, através 
da determinação dos teores de proteínas e lipídios extracelulares 
 
5.5.1. Curvas de crescimento 
 
O crescimento de X. campestris pv. vesicatoria ATCC 13951, CCT 0085, CBMAI 
624 e E. carotovora subsp. carotovora ATCC 15713 foi avaliado através de medidas da 
densidade óptica (DO) das culturas em espectrofotômetro, a intervalos regulares de 2 h durante 
aproximadamente 14 h. A partir da coleta de dados foram plotadas as curvas de crescimento 
microbiano e selecionadas duas espécies bacterianas para dar prosseguimento as próximas 
análises do projeto. As cepas escolhidas foram X. campestris pv. vesicatoria e E. carotovora 
subsp. carotovora, cujas curvas de crescimento estão ilustradas nas Figuras 6 e 7, 
respectivamente. 
Através das curvas de crescimento das Figuras 6 e 7 nota-se que a bactéria E. 
carotovora subsp. carotovora adaptou-se mais lentamente ao meio de cultura em comparação 
a X. campestris pv. vesicatoria onde não foi possível observar a fase lag. Deste modo, observa-
se que X. campestris pv. vesicatoria iniciou o crescimento na fase exponencial desde o início 
do cultivo. É possível observar também que o tempo necessário para os micro-organismos 
atingirem a metade da fase logarítmica de crescimento foi de aproximadamente 3 e 4 horas após 
o início do cultivo, para X. campestris pv. vesicatoria e E. carotovora subsp. carotovora, 
respectivamente. Logo, este tempo foi estabelecido para a aplicação da combinação do óleo 
essencial na cultura, com o objetivo de avaliar os possíveis mecanismos de ação sobre os micro-
organismos alvos do estudo. Castellano et al. (2003) observaram que houve maior mortalidade 
contra a bactéria E. coli no momento da fase logarítmica em relação as fases de adaptação (lag) 
ou estacionária, justificando a metodologia utilizada no presente ensaio. 
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Figura 6. Curva de crescimento de X. campestris pv. vesicatoria CCT 0085 durante período de 10 h. 
 
 
 
Figura 7. Curva de crescimento de E. carotovora subsp. carotovora ATCC 15713 durante período de 
14 h. 
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5.5.2. Determinação do teor de proteínas extracelulares de E. carotovora subsp. 
carotovora e X. campestris pv. vesicatoria na presença da blenda dos óleos essenciais 
de C. cassia E. caryophyllata 
 
Para os estudos da determinação da ação dos óleos essenciais de C. cassia e E. 
caryophyllata sobre os teores de proteínas e lipídios extracelulares, as bactérias E. carotovora 
subsp. carotovora - ATCC 15713 e X. campestris pv. vesicatoria - CCT 0085 foram escolhidas 
em função dos resultados obtidos na curva de crescimento - item 5.5.1, sendo o critério de 
seleção o menor tempo (h) da fase logarítmica de crescimento microbiano.  
 Os resultados referentes aos teores de proteínas extracelulares obtidos no cultivo 
na presença da blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata estão apresentados 
nas Figuras 8 e 9, respectivamente. Conforme a Tabela 4 (item 5.3), as blendas foram 
combinadas na concentração de 0,25 mg.mL-1, denominada como 1MIC, sendo as demais 
concentrações - 5MIC, 10MIC e 15MIC - proporcionais a esta concentração. A quantificação 
proteica foi fundamentada na reta padrão de albumina de soro bovino, que resultou na equação 
y = 0,0047 x + 0,0721 e R2 = 0,9889, indicando um bom ajuste dos dados.  
De acordo com a Figura 8 nota-se que no tempo de 4 h houve um aumento 
estatisticamente significativo da concentração proteica no meio de cultura, que acompanhou o 
aumento da concentração dos óleos essenciais combinados (p˂0,05). O tratamento de 15MIC 
correspondeu a concentração que liberou maior conteúdo proteico no meio, correspondendo a 
9,10 µg.mL-1. Além disso, o sulfato de cobre (padrão) não demonstrou um bom efeito em 
relação às combinações dos óleos essenciais, e foi um dos tratamento que liberou uma menor 
quantidade proteica após 4 h (0,85 µg.mL-1). O tratamento sem adição do óleo essencial 
(controle) não houve liberação de conteúdo proteico extracelular. 
Todavia, após 5 h não houve diferença significativa (p˃0,05) entre os tratamentos 
com a blenda correspondente a 1MIC, 5MIC e o padrão, e também entre as concentrações de 
5MIC e 10MIC para X. campestris pv.vesicatoria. Do mesmo modo, o tratamento de 15MIC 
foi o que liberou uma maior quantidade de proteínas extracelulares no tempo de 5 h, sendo 
encontrados valores de 5,46 µg.mL-1 proteínas totais. É possível observar que a concentração 
de proteínas totais liberadas em 5 h foi menor com relação ao tempo de 4 h. 
A Figura 9 apresenta o histograma da liberação de proteínas extracelulares para E. 
carotovora subsp. carotovora no intervalo de tempo de 5 e 6 h. De acordo com os resultados 
em ambos os momentos a concentração de proteínas foi estatisticamente significativa e 
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acompanhou o aumento da concentração da blenda dos óleos essenciais (p˃0,05). Conforme a 
faixa de concentração estudada, o tratamento de 15MIC correspondeu a maior liberação de 
proteínas no tempo de 5 e 6 h. No entanto, o sulfato de cobre usado na concentração de 1,0 
mg.mL-1 não foi o melhor tratamento em relação aos óleos essenciais nos intervalos de tempo 
analisados, evidenciando a relevante ação antibacteriana dos compostos naturais. Ademais, as 
concentrações de proteínas totais no tempo 6 h foram semelhantes ao intervalo de tempo de 5 
h, possivelmente devido à ação dos óleos essenciais nas membranas celulares dos micro-
organismos, liberando o conteúdo do interior das células. 
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Figura 8. Teor de proteínas extracelulares (µg.mL-1) no meio de cultivo de X. campestris pv. vesicatoria 
CCT 0085, na presença da blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata. Letras iguais não 
indicam diferença significativa pelo teste de Tukey ao nível de 5 %. 
 
 
 
 
Figura 9. Teor de proteínas extracelulares (µg.mL-1) no meio de cultivo de E. carotovora subsp. 
carotovora ATCC 15713, na presença da blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata na 
proporção 1:1. Letras não indicam diferença significativa pelo teste de Tukey ao nível de 5 %.  
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5.5.3. Determinação do teor de lipídios extracelulares de E. carotovora subsp. carotovora 
e X. campestris pv. vesicatoria na presença da blenda dos óleos essenciais de C. 
cassia e E. caryophyllata 
 
A determinação dos teores de lipídios extracelulares no meio de cultivo de E. 
carotovora ATCC 15713 e X. campestris CCT 0085 na presença da blenda dos óleos essenciais 
de C. cassia e E. caryophyllata foi realizada do mesmo modo que o item 5.5.1.1, considerando 
com base na reta padrão de trioleína, resultando na equação y = 0,0139 x – 0,0029 e R2 = 0,9988. 
Os valores obtidos em função do tempo de cultivo e na concentração das combinações dos óleos 
essenciais estão apresentados nas Figuras 10 e 11.  
Conforme a Figura 10, em ambos os intervalos de tempo houve uma liberação 
estatisticamente significativa no conteúdo lipídico de X. campestris CCT 0085 à medida que a 
concentração da combinação dos óleos essenciais aumentava (p˃0,05). Além disso, os valores 
de concentrações lipídicas nos intervalos de tempo de 4 e 5 h permaneceram semelhantes para 
todos os grupos tratados com a blenda dos óleos essenciais. Assim como para as proteínas totais 
(item 5.5.1.1), a concentração que liberou uma maior quantidade do conteúdo lipídico de X. 
campestris foi a de 15MIC. 
A Figura 11 apresenta a concentração de lipídios extracelulares nos tempos 
avaliados de 5 e 6 h, para E. carotovora ATCC 15713. No tratamento sem a blenda de óleos 
essenciais (controle) não houve diferença significativa com a concentração da 1MIC (0,25 
mg.mL-1) no tempo de 5 h (p˃0,05). Os demais tratamentos, ou seja, as concentrações de 5MIC, 
10MIC e 15MIC foram significativos ao nível de significância de 5 % e acompanharam o 
aumento da concentração dos óleos essenciais no tempo de 5 h. No tempo de 6 h, não houve 
diferença significativa na liberação de lipídios entre os tratamentos 10MIC e 15MIC, neste caso 
qualquer que for a concentração da blenda dos óleos essenciais de E. caryophyllata e C. cassia, 
apresentará um efeito semelhante (p˃0,05).  
Por meio dos resultados de teores de proteínas e lipídios extracelulares obtidos, 
pode-se afirmar que os ensaios de proteínas seguiram o mesmo padrão que os lipídios, onde a 
maior concentração foi a que provavelmente tenha causado ruptura ou lise nas células 
bacterianas. No entanto, o uso de concentrações menores também mostrou bons resultados. Da 
mesma forma, os óleos essenciais mostraram-se como potentes antibacterianos contra os 
patógenos do tomate, e podem ser considerados boas alternativas para a substituição dos 
tratamentos convencionais nos campos de produção da hortaliça e de outros vegetais que são 
prejudicados pelos fitopatógenos, sugerindo futuras avaliações in vivo com plantas de tomate.  
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Figura 10. Teor de lipídios extracelulares (µg.mL-1) no meio de cultivo de X. campestris pv. vesicatoria 
na presença da blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata na proporção 1:1. Letras 
iguais não indicam diferença significativa pelo teste de Tukey ao nível de 5 %.  
 
 
 
Figura 11. Teor de lipídios extracelulares (µg.mL-1) no meio de cultivo de E. carotovora subsp. 
carotovora, na presença da blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata, na proporção 
1:1. Letras iguais não indicam diferença significativa pelo teste de Tukey ao nível de 5 %.  
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6. CONCLUSÕES 
 
Dentre os dezenove óleos essenciais estudados, as espécies E. caryophyllata e C. cassia 
apresentaram as melhores atividades antibacterianas contra os isolados de E. carotovora 
subsp. carotovora e X. campestris pv. vesicatoria avaliados, com valores de MIC entre 0,13 
a 0,5 mg.mL-1. Ainda, estas espécies medicinais mais ativas foram as que apresentaram 
melhor rendimento em óleo essencial, de 4,69 % e 1,72 %, respectivamente, para E. 
caryophyllata e C. cassia. 
A maioria dos óleos essenciais mostrou efeito bactericida e inibição moderada contra os 
fitopatógenos avaliados. Somente as espécies E. caryophyllata e C. witerianus 
apresentaram efeito bacteriostático. 
A análise da composição química dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata 
mostrou que os compostos majoritários presentes nos óleos são o trans-cinamaldeíodo e o 
eugenol, respectivamente. 
O emprego da combinação dos óleos essenciais mais ativos (blenda) não incorreu em 
melhora na atividade contra as fitobactérias estudadas, quando comparada à apresentada 
pelos óleos brutos individualmente.  
A blenda dos óleos essenciais de C. cassia e E. caryophyllata (1:1) mostrou um efeito 
sobre a lise da membrana celular das bactérias, uma vez que houve aumento no teor de 
proteínas e lipídios totais no meio de cultura quando as bactérias foram submetidas aos 
tratamentos com os óleos essenciais.   
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8. APÊNDICES 
 
APÊNDICE A – Cromatogramas obtidos da análise por CG-EM dos óleos essenciais de 
Cinnamomum cassia (cromatograma A1) e Eugenia caryophyllata (cromatograma A2). 
 
 
Cromatograma A1. Óleo essencial de C. cassia: trans-cinamaldeíodo (18,208); eugenol 
(21,591); trans-cariofileno (23,980). Composto químico (índice de retenção em minutos). 
 
 
 
Cromatograma A2. Óleo essencial de E. caryophyllata: eugenol (22,825); acetato de 
eugenol (29,38); β-cariofileno (25,05). Composto químico (índice de retenção em minutos).  
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9. ANEXOS 
 
ANEXO A – Autorização de acesso ao patrimônio genético concedido pelo CNPq. 
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